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摘 要 
对虾白斑综合症病毒（white spot syndrome virus，WSSV）是危害养殖对虾的
主要病原，其致病能力强，传播范围广，给世界对虾养殖业造成了巨大的损失，然而
至今仍无有效的防治方法。要进行病害的有效防治，必须了解对虾免疫的机理。本论
文首先利用 WSSV 建立对虾病毒基因功能研究的 RNAi 技术，在此基础上开展对虾
QM 蛋白在对虾免疫过程中的作用研究，为建立有效的对虾病害防治方法提供科学依
据。 
采用 RNAi 方法，选择在 WSSV 的感染中起重要作用的 vp28 基因（编码 WSSV
主要的膜蛋白）作为干扰目的基因，在体外合成 siRNA 后，利用体外注射的方法进
行干扰实验。结果发现 vp28 基因的转录和表达被序列特异的 siRNA 干扰抑制，此时
用竞争性定量 PCR 检测发现，对 vp28 进行干扰后，显著降低对虾体内的病毒粒子拷
贝数，同时能延缓对虾的死亡。因此，在 WSSV 中建立了基因功能研究的 RNAi 方法。
在重复注射 3 次 siRNA 后，对虾体内 WSSV 被完全清除，说明 RNAi 在对虾体内具
有抗病毒效果，这为对虾白斑综合症病毒（WSSV）的防治提供一种新的有效方法。 
通过 RACE 等得到对虾 QM 基因（PjQM），序列分析发现，PjQM 具备 QM 蛋白
的基本特征和功能结构域。对该基因进行了原核表达，并纯化得到融合蛋白。RT-PCR
和 Western blot 分析发现，PjQM 在对虾各组织中均有转录和表达。Real-time PCR 分
析发现，在受到病毒刺激后 PjQM 基因表达上调，说明 PjQM 参与了对虾的免疫过程。
通过 GST 下拉、质谱鉴定等分析发现，PjQM 蛋白与血蓝蛋白、肌球蛋白（myosin）
之间存在相互作用，进一步的体外和体内试验证明，PjQM 与血蓝蛋白之间确实存在
互作。蛋白质互作提示，PjQM 可能通过酚氧化酶激活系统等途径参与对虾免疫。采
用上述在 WSSV 基因功能研究中建立的 RNAi 技术，研究 PjQM 的功能。Northern blot
和 Western blot 结果显示，PjQM 基因的转录和表达被 PjQM 序列特异的 siRNA 抑制，
此时对虾酚氧化酶（PO）活性显著下降。因此，RNAi 试验结果表明，QM 可调控对
虾酚氧化酶（PO）活性。以上研究结果说明，QM 蛋白参与抗病毒免疫的可能途径之
















Abstract   
- 2 - 
Abstract 
White spot syndrome virus (WSSV) is one of the most devastating pathogens. It has 
spread to shrimp-farming areas around the world with a high infection and mortality rate 
and caused tremendous economic loss. However, up to date, there is no efficient method to 
control the virus. In this study, RNAi in viral gene function was established in WSSV. 
Subsequently the role of QM in shrimp immunity was investigated. Our studies would be 
helpful for shrimp disease control. 
In this investigation, a specific 21 bp short interfering RNA (vp28-siRNA) of WSSV 
was used to induce gene silencing in Penaeus japonicus shrimp. It was found that the 
transcription and expression of vp28 gene were silenced by the sequence-specific siRNA. 
As revealed by quantitative PCR, the siRNA caused a significant reduction in viral DNA 
production of WSSV-infected shrimp. When treated with the siRNA, WSSV-infected 
shrimp had a reduced mortality rate. After three injections of siRNA, the virus was 
completely eradicated from WSSV-infected shrimp. These findings suggest that RNAi is 
capable of silencing sequence-specific genes of WSSV and might constitute a new 
therapeutic strategy for WSSV infection in shrimp. 
QM gene (designated as PjQM) was obtained from shrimp by RACE. It was found 
that the PjQM protein exhibited high homology with QMs from other species and 
contained functional motifs of QM. This gene was recombinantly expressed in E.coli and 
purified. The results of RT-PCR and Western blot indicated that the PjQM gene was 
ubiquitously expressed in shrimp tissues. Real-time PCR revealed that the PjQM was 
up-regulated after WSSV infection, suggesting that the PjQM protein might play a role in 
shrimp immune response against virus infection. As revealed by GST-pull down and mass 
spectrometry assays, the PjQM protein was interacted with shrimp hemocyanin and 
mysosin, which was further confirmed. The results of RNAi assays showed that the 
transcription and expression of PjQM was inhibited by sequence-specific siRNA. At this 
time, the PO activity was decreased in shrimp, suggesting that the QM was involved in 
shrimp immunity by regulating the PO activity through interaction with hemocyanin. This 
is the first report that the QM protein functions in immune response of animals. 
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年代,并在 80 年代得到飞速发展。1984 年,世界对虾养殖产量仅占对虾总产量的 20%,
而到 1999 年却达到总产量的 50%,从 1984 年到 1999 年,养殖对虾产量增长了 6倍,对
虾总产量已占全部水产品总产量的 14%。我国养虾业自 80 年代以来迅速发展，1988
年产量达 20 万吨，2002 年达到了约 40 万吨，居世界第一。对虾养殖业已成为一个重
要产业，成为我国沿海农民主要的收入来源。当前我国的对虾养殖品种主要有斑节对
虾（Penaeus monodon）、凡纳对虾（Penaeus vannamei）、中国对虾（Penaeus chinensis）
和日本对虾（Penaeus japonicus）等。 
然而，在养虾业高速发展的同时，人们忽视了虾病的防治研究，导致了世界虾病
的流行，给养虾业带来了巨大的损失，1992 年我国虾产量为 20 万吨，而 1994 年却
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1.2.1 对虾白斑综合症病毒的基本性质 
WSSV 是一种新型的无包涵体的双链环状 DNA 杆状病毒。完整的病毒粒子约





生物信息学分析，预测该病毒约有 180 个开放阅读框（open reading frames，ORFs），
但它的大部分开放阅读框编码的蛋白和已知的蛋白几乎没什么同源性，目前将 WSSV
归类于 Whispovirus 属，它是 Nimaviridae 新科中唯一的成员[13]。  
1.2.2 WSSV 功能基因研究 








膜蛋白 VP28 是病毒包膜上含量 高的一种蛋白， 早由 van Hulten[19]从纯化的
病毒中分离并进行蛋白 N-末端测序。Zhang 等[20]通过病毒的 DNA 和 cDNA 文库分析，
发现了 vp28 基因，且发现 vp28 在感染后 6h 和 18h 仅能够检测到低水平表达，推测
vp28 应该是一种晚期基因，免疫电镜定位证实 VP28 分布在病毒的外表面。蛋白序列





      核衣壳蛋白作为 WSSV 的结构蛋白，与病毒的包装有关，主要是保护遗传物质，
在抑制宿主抵抗病毒和病毒增殖过程中起作用。WSSV 的 VP15[23, 24]、VP664[25]、VP24[26]、
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变区[28]，在某些宿主如南美白对虾(Penaeus vannamei)、中国对虾(P.chinensis)和
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淋巴细胞 A 是 主要的淋巴细胞，占淋巴细胞总数的 60%左右，有很强的吞噬活
性。细胞呈圆形，直径 10-12μm，细胞核约占整个细胞的 3/4。淋巴细胞 B 呈圆形，
直径 9-11μm，成熟后多为椭圆形，占淋巴细胞总数的 35%左右。淋巴细胞 C呈圆形或
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